ARCHIVIO PER LE SCIENZE MEDICHE — Voi. III. N. H. 








j, 


« 
. « 


f. 
t * 


DI UNA NUOVA REAZIONE 


APPARENTEMENTE NERA 


DELLE CELLULE NERVOSE CEREBRALI 






OTTENUTA COL BICLORURO DI MERCURIO/ 




y 


Nota di tecnica microscopica 


del Prof. OAMlLIiO GtOliGtX in Pavia. 


A 




•9 . 
V. «* 


« 

>■. 

V.'-. • 



/ 






É fra gli istologi già abbastanza conosciuto il processo me¬ 
diante il quale, dietro un’azione opportunamente combinata 
del bicromato di potassa e del nitrato d’argento, io ottengo 
la colorazione nera dei diversi elementi costitutivi del sistema 
nervoso centrale (cellule gangliari — fibre nervose — cellule 
connettive — fibro-cellule muscolari dei vasi). 

I pregi del metodo soprattutto risultano dalla chiarezza inar¬ 
rivabile con cui, mediante la colorazione nera, ponno essere 
rilevate le più minute particolarità istologiche e di morfologia 
elementare del sistema nervoso centrale ; ed in proposito è più 
particolarmente preziosa la circostanza che, a seconda del pe¬ 
riodo di indurimento nel bicromato, nei pezzi posti sotto Na¬ 
zione del nitrato d’argento colorasi ora soltanto l’una, ora 
soltanto l’altra serie di elementi; ad esempio, orasi colorano 
le sole fibre nervose colle loro piu fine diramazioni, ora so¬ 
lamente gli elementi cellulari j nervosi o connettivi, ora infine 
parte degli uni e parte degli altri, ciò che permette di stu¬ 
diare nel miglior modo i vicendevoli loro rapporti. 
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Fra le diverse particolarità anatomiche (1) che con questo 
metodo ponno esser poste in evidenza, una soltanto, a motivo 
della sua più speciale e più evidente significazione fisiologica, 
voglio qui menzionare, ed è la complicata suddivisione del 
prolungamento nervoso delle seguenti categorie di elementi : 
1° Cellule nervose della corteccia cerebrale in genere; 2° Grandi 
cellule cerebellari (cellule di P u r k i n j e) ; 3“ Piccole cellule 
dello strato molecolare del cervelletto ; 4° Grandi e piccole cel¬ 
lule (così detti granuli) dello strato granulare del cervelletto ; 
5° Cellule piccole e di medio calibro della sostanza gelatinosa 

di Rolando del midollo spinale ; 6“ Cellule nervose dei bulbi 
olfa torli. 

Ad onta de’ suoi pregi, è pur vero che la diffusione del me¬ 
todo ha fra gli istologi incontrato, e tuttora incontra, delle 
difficoltà; ciò parmi specialmente dipenda da due difetti ad 
esso inerenti, e cioè: 1° Una certa incertezza circa il periodo 
di riescita della reazione : 2° Le difficoltà che s’incontrano 
nella conservazione dei preparati. — Sebbene in questi ultimi 
tempi io sia riescito a scemare di molto simili difetti, tuttavia 
in una certa misura essi tuttora persistono, e forse, in qual- 

I 

che grado, sono dal metodo inseparabili. 

Ora, continuando le mie ricerche intorno al sistema ner¬ 
voso centrale, mi fu dato trovare altra reazione, la quale, seb¬ 
bene non dia risultati così estesi e perfetti come la precedente, 
tuttavia parmi abbia un valore da non trascurarsi, e ciò so¬ 
prattutto perchè essa precisamente va esente dei due incon- 


(1) La descrizione del mio metodo e delle particolarità anatomiche 
con esso trovate, venne da me fatta nelle seguenti pubblicazioni: 

1® « Sulla struttura della sostanza grigia del cervello n (Gazzetta Ital. 
Lomb., 1873), — 2° a Sulla fina anatomia del cervelletto » (Archivio per 
le malattie nervose, 1874). — 3® « Piccole comunicazioni sulla fina strut¬ 
tura del midollo spinale e del cervello » (Riv. di Med., Chir. e Tera¬ 
peutica, 1875). — 4® a Sulla fina struttura dei bulbi olfatorii » (Rivista 
di freniatria, 1875, con una tavola cromolitografica). — È mia intenzione 
di fare una più dettagliata esposizione de’ miei reperti in altro lavoro 
corredato di figure. 
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venienti che, come dissi, alcun poco offuscano il pregio della 
reazione col nitrato d’argento. — Infatti, con questa nuova 
reazione io riesco: V Ad ottenere con tutta sicurezza, in un 
ben determinato periodo, l’apparenza nera delle cellule ner¬ 
vose ; 2® I preparati che con questo processo s’ottengono ponno 
essere, con tutti gli ordinarii mezzi, facilissimamente conser¬ 
vati per lungo tempo. 

Aggiungerò poi che in seguito af trattamento col bicloruro 
di mercurio, l’apparenza nera delle cellule nervose si ottiene 
nitida, su fondo perfettamente trasparente e soprattutto senza 
accompagnamento di irregolari precipitazioni, dalle quali non 
tanto facilmente si ponno ottenere liberi i preparati col ni¬ 
trato d’argento. 

11 metodo del bicloruro può dirsi identico a quello dell’a- 
zione combinata del bicromato e del nitrato d’argento; le dif- 
ferenze fra i due si riferiscono soltanto ad alcune modalità 
secondarie. Anch’esso pertanto risulta essenzialmente costi¬ 
tuito da due diversi procedimenti, vale a dire: 

1*^ Indurimento dei pezzi col bicromato di potassa; 

2° Immersione dei pezzi medesimi in una soluzione di bi¬ 
cloruro di mercurio. 

L’indurimento col bicromato deve essere ottenuto seguendo 
le norme affatto ordinarie. Si adopera o una soluzione di pro¬ 
gressiva concentrazione dall’l al 2 Va 1*^0, oppure, sen¬ 
z’altro, il così detto liquido di M ù 11 e r. Come si sa, conviene 
che i pezzi sieno piuttosto piccoli (all’mcirca del diametro di 
1 a 2 centim. cubici) e che il liquido dì immersione sia rela¬ 
tivamente abbondante e venga di periodo in periodo cambiato 
in guisa che lo si veda sempre trasparente. Seguendo queste 
norme si. raggiunge il conveniente indurimento nel periodo 
di 15-20 giorni, e si può quindi passare senz’altro al secondo 
tempo del processo, cioè aU’immersione nel bicloruro mercu¬ 
rico, In proposito conviene si noti che l’apparenza nera delle 
cellule nervose può essere ottenuta dopo soli 15 giorni di im¬ 
mersione nel bicromato; il periodo migliore (durante una 
stagione piuttosto fredda) pare sia tra il 20* e SO» giorno, si 
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ponno però ottenere de’ buoni preparati anche oltre questo 
periodo. 

La soluzione di bicloruro da me adoperata è del 0,25 o del 0,50 
per cento; presentemente non so ancora dire se meglio con¬ 
vengano le più 0 le meno attenuate soluzioni. In essa si im¬ 
mergono i pezzi quali vengono tolti dal bicromato. La reazione 
in tutto io spessore del pezzo accade molto più lentamente di 
quella col nitrato d’argento : per questo, se i pezzi trovansi 
nel conveniente periodo di indurimento, bastano 24-48 ore. Col 
bicloruro invece, perchè la reazione si verifichi in tutto lo 
spessore del pezzo occorrono non meno di 8 a 10 giorni. Du¬ 
rante questo periodo accade che il bicromato, di cui il tes¬ 
suto cerebrale è imbevuto, esce diffondendosi nella soluzione 
di bicloruro, la quale perciò conviene venga ogni giorno so¬ 
stituita dà altra pura; in pari tempo si verifica un graduale 
scoloramento del pezzo. Se di questo ogni giorno s’eseguisce 
qualche sezione microscopica; si può rilevare che le prime 
■ traccie della reazione cominciano a comparire dopo 4 o 5 giorni 
dell’immersione, cioè quando il pezzo, quasi completamente 
liberato dal bicromato, s’è fatto pallido bianchiccio, e queste 
prime traccio* si manifestano con macchiette nere qua e là 
disseminate; le sezioni praticate nei 4 o 5 giorni successivi 
ci fanno vedere le forme cellulari mano mano più complete 
e più numerose; il maggior possibile completamento della 
reazione si verifica, come ho detto, nel corso di 8 o 10 giorni. 
Anche in questo^stato i pezzi si conservano pallidi e precisa- 
mente offrono l'aspetto del tessuto cerebrale fresco che avesse 
subito una leggiera lavatura colFacqua. 

Entro la soluzione di bicloruro i pezzi ponno essere lasciati 
indefinitamente, tanto più che contribuendo essa ad aumen¬ 
tare di qualche grado il loro indurimento, essi acquistano 
cosi una consistenza molto adatta all’esecuzione di fine sezioni. 

L’esame e la conservazione dei preparati si fa con tutti gli 
ordinarli metodi: glicerina, vernice damar, balsamo del Ca- 
nadà. La glicerina, contrariamente a quanto si verifica pei 
preparati col nitrato d’argento, i quali in tale liquido rapi- 
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damente si guastano, sembra che per la conservazione di questi 
preparati abbia qualche titolo di preferenza. Le sezioni che si 
vogliono conservare conviene siano ripetutamente lavate col¬ 
l’acqua, chè altrimenti dopo alcuni giorni sulla loro super¬ 
ficie ha luogo la deposizione di un precipitato, in forma o di 
un pulviscolo nero, oppure di cristalli aghiformi, il quale, se 
non le guasta completamente, le deturpa però in grado non 
lieve. 

Gli elementi sui quali si verifica la reazione sono: 

1° Le cellule gangliari con tutti i loro prolungamenti e 
ramificazioni di questi. É superfluo il dire che le cellule sulle 
quali ebbe luogo la reazione, vengono poste nella maggior 
possibile evidenza, del che v’ha un riscontro soltanto nei 
preparati ottenuti colla mia reazione del bicromato e nitrato 
d’argento. I preparati ottenuti col bicloruro offrono il pregio 
che in molte cellule resta visibile il nucleo, o almeno in 
mezzo al corpo cellulare nero si scorge un vano corrispon¬ 
dente al nucleo ; 

2° Le cellule connettive nella loro caratteristica forma 
raggiata. Riguardo a queste però la reazione è di gran lunga 
meno fina e meno estesa di quella che s’ottiene col nitrato 
d’argento, la quale ultima e per la facilità con cui si verifica 
e per l’estensione e per la finezza, rispetto allo stroma con¬ 
nettivo ben poco lascia a desiderare; 

3* Elementi formanti i vasi e più. particolarmente le fibro- 
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cellule muscolari delle quali frequentemente e con elegante 
apparenza veggonsi colorate tanto quelle a direzione longitu¬ 
dinale come quelle ^a direzione circolare. 

Riguardo ai risultati in genere di questo nuovo metodo, 
devo dire che finora esso m’ha fatto vedere nulla più di quanto 
può essere dimostrato col metodo del bicromato e nitrato di 
argento ; ciò non di meno, anche per lo stesso fatto dell a- 
zìone identica, esso non appare meno degno di essere preso 
in considerazione, chè, fatta astrazione dei due pregi da 
prima menzionati, e pure ammettendo che anche nell’avvenire 
non avesse a dare risultati più fini, avrebbe sempre il pregio 
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di poter servire di conferma e di controllo dei nuovi fatti che 
da quel primo metodo a me vennero rivelati. Fra questi fatti 
vuol essere qui ancora ricordata la ramificazione del prolun¬ 
gamento nervoso delle cellule cerebrali, la quale potè appunto 
essere da me rilevata anche ne’ pezzi trattati col bicloruro 
di mercurio. È bensì vero che in questo dettaglio i preparati 
col nitrato d’argento e per l’evidenza con cui dimostrano il 
fatto e per la maggiore finezza ed estensione della reazione 
sono di gran lunga superiori, tuttavia, massime trattandosi di 
una semplice conferma, anche i preparati col bicloruro hanno 
sufficiente evidenza per non lasciar dubbi. 

Quanto al modo di comportarsi della reazione sulle diverse 
parti del sistema nervoso centrale, devo dire che essa finora 
m’ha dato: risultati scarsissimi, quasi negativi, nel midollo 
spinale, risultati migliori, ma pur sempre scarsi, sul cervel¬ 
letto^ risultati buoni soltanto sulla corteccia delle ciconvolu- 
zioni. Argomentando dai risultati di alcune modificazioni nel 
metodo da me introdotto nel breve tempo ch’io lo conosco, e 
da quanto m’è avvenuto studiando il metodo del nitrato d’ar¬ 
gento, sono portato a credere che la miglior riuscita sulle 
diverse parti del sistema nervoso centrale sia legata a qual¬ 
che speciale modalità nell’applicazione del metodo, ohe forse 
mi sarà dato di determinare col ripetere le esperienze. 

Concludendo, questo nuovo metodo e per la comodità di im¬ 
piego e per la sicurezza di riescita, e per la facile conserva¬ 
zione dei preparati, si presenta come il migliore per io studio 
delle forme cellulari del cervello in genere e delle circonvo¬ 
luzioni in ispecie, e ciò soprattutto dal punto di vista delle 
■ dimostrazioni scolastiche. 

Un’ultima osservazione : io ho descritto il metodo sotto il 
nome di reazione apparentemente nera, perchè essa appare 
nera e tale si fa credere all’osservazione microscopica ordi¬ 
naria. Il colore nero però è soltanto un’apparenza che si ha 
esaminando i preparati a luce trasmessa e per trasparenza, 
vale a dire come ordinariamente deve esser fatto l’esamo 
microscopico. Siffatta apparenza probabilmente risulta dal- 
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l’opacità della sostanza che, precipitata sugli elementi, dà 
ad essi la maggior possibile spiccatezza. Infatti, se invece 
di fare l’esame a luce trasmessa, allontanando lo specchio ri¬ 
flettente 0 intercettando la luce al suo passaggio attraverso 
il foro del diaframma, i preparati vengono osservati a luce 
diretta, si scorge che il colore degli elementi sui quali è av¬ 
venuta la reazione non è punto nero, ma perfettamente bianco. 

Intorno alla natura chimica della reazione aspetto ad esporne 
un giudizio fino a quando avrò ottenuti risultati più decisivi 
di alcune cimentazioni microscòpiche già esperimentate, che 
intendo ripetere. In proposito parmi di qualche interesse la 
possibilità, da me verificata, che la reazione abbia luogo, seb¬ 
bene in misura molto scarsa ed irregolarmente, anche sulle 
cellule nervose non trattate con altri reattivi — a fresco. — 
L’indurimento col bicromato probabilmente serve soltanto a 
mettere il pezzo in condizioni migliori, specialmente quanto 
alla penetrabilità di un liquido circostante, per sentire l’a¬ 
zione del reattivo. 
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